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第１章   はじめに 
 
1-1.  大腸癌の疫学 
 大腸癌（結腸癌、直腸癌）は、世界でも多い癌腫であり、罹患率では男性で 3 位、女
性で 2 位を占めており、死亡率に関しては第 4 位である[1]。日本においては、国立が
ん研究センターがん対策情報センターのデータによれば、2014 年に癌で死亡した人は
368,103 人（男性 218,397 人、女性 149,706 人）であり、2012 年に新たに診断された癌
（罹患全国推計値）は 865,238 人（男性 503,970 人、女性 361,268 人）であった。大腸
癌の罹患率の年次推移は、男女とも1990年代前半までは増加し、その後は横ばい傾向に
ある。また、死亡率の年次推移は、男女とも戦後から1990年代半ばまで増加し、その後




年）によれば、大腸癌全体の登録数 25298 症例のうち、4300 症例(17.0 %)であった。ま
た予後に関しては、Stage IV (大腸癌取り扱い規約 第6版)における5年生存率は18.7％
であった。 
 






われるようになった。2000 年に IFL 療法（bolus 5-FU/LV+CPT-11）と bolus 5-FU/LV 療
法の第 3 相試験が行われ、IFL 群が生存期間において有意に優れており標準治療となっ
た(無増悪生存期間[PFS] 7.0 カ月 vs 4.3 カ月、p=0.004； 全生存期間[OS] 14.8 カ月 
vs 12.6 カ月、p=0.04) [5]。2007 年に報告された IFL 療法と FOLFIRI 療法(infusional 
5-FU/LV+CPT-11)、CapeIRI療法(Capecitabine/CPT-11)を比較した第3相試験(BICC-C試
験)では、FOLFIRI 療法が IFL 群と比較して生存期間の延長が確認された(PFS 7.6 カ月 
vs 5.9 カ月、p=0.004； OS 23.1 カ月 vs 17.6 カ月、p=0.09)[6]。CapeIRI 療法は、IFL
群と比較して PFS ならびに OS で有意差を認めなかった(PFS 5.8 カ月 vs 5.9 カ月、
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p=0.46； OS 18.9 カ月 vs 17.6 カ月、p=0.93)。一方、IFL 療法を対照群として FOLFOX4
療法(infusional 5-FU/LV+L-OHP)と比較した第 3 相試験(N9741 試験)では FOLFOX4 療法
は IFL 療法と比較して、OS で有意な延長が認められた(19.5 カ月 vs 15.0 カ月、
p=0.0001)[7]。これらの試験の結果から初回化学療法における標準的化学療法として、
それぞれ FOLFIRI 療法、FOLFOX 療法が確立した。 
近年の分子標的治療薬の開発により、切除不能・進行再発大腸癌においても、血管内
皮成長因子（vascular endothelial growth factor：VEGF）を標的とした bevacizumab、
VEGF 受容体(VEGFR)-2 を標的とした ramucirumab、上皮成長因子受容体（epidermal 
growth factor receptor: EGFR）を標的とした cetuximab、panitumumab が日常診療で
使用されている。 
Bevacizumab は VEGF に特異的に結合するヒト化 IgG1 モノクローナル抗体であり、
VEGFがその受容体に結合することを阻止することによって、その生物活性を阻害する。
IFL 療法に bevacizumab を併用した群と IFL 単独群の比較試験が行われ、IFL＋
bevacizumab 療法が有意に OS を延長させることが報告された(20.3 か月 vs 15.6 か月、
p<0.001)[8]。NO16966 試験は XELOX(capecitabine+L-OHP)または FOLFOX と XELOX＋
bevacizumab または FOLFOX＋bevacizumab の 2x2 試験であり、L-OHP 併用化学療法に
bevacizumab を上乗せする PFS の優越性と、フッ化ピリミジン系の 5-FU-LV と
capecitabine の PFS の非劣性を検証した。Bevacizumab 併用群が非併用群と比較して有
意な延長を認め（9.4 カ月 vs 8.0 カ月、p=0.0023）、5-FU/LV に対する capecitabine
の非劣性も示され(8.5 カ月 vs 8.0 カ月、HR 1.01、97.5％信頼区間の上限が 1.23 以




(11.1 カ月 vs 9.6 カ月、p=0.0062) [10]。 
Ramucirumab は血管内皮細胞膜上の VEGFR-2 の細胞外ドメインに特異的に結合する完
全ヒト型 IgG1 モノクローナル抗体である。Bevacizumab、L-OHP、フッ化ピリミジン系
製剤を用いた初回治療後に病勢進行を認めた切除不能・進行大腸癌患者に対する 2 次治
療として、FOLFIRI 療法に対する ramucirumab の上乗せを評価した第 3 相試験である
RAISE 試験が行われ、ramucirumab 群において OS が有意に延長した(13.3 カ月 vs 11.7
カ月、ｐ＝0.0219) [11]。 
Cetuximab は EGFR に対するマウス／ヒト キメラ IgG1 モノクローナル抗体であり、
EGFR の細胞外ドメインに特異的に結合し、EGFR へのリガンド結合を阻害する。EGFR 発
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現のある切除不能・進行大腸癌を対象として FOLFIRI+cetuximab 群と FOLFIRI+プラセボ
群を比較した第３相試験(CRYSTAL 試験)と、FOLFOX4＋cetuximab 群と FOLFOX4 単独群を
比較した第２相試験(OPUS 試験)は、初回化学療法における cetuximab の上乗せ効果を検
証した臨床試験である。これら試験の実施される頃から、大腸癌の約 40％を占める
KRAS exon 2 遺伝子変異を有する症例では、抗 EGFR 抗体薬が無効であることが明らか
になってきた[12]。CRYSTAL 試験では EGFR発現のある切除不能・進行大腸癌を対象に、
FOLFIRI 療法に cetuximab の上乗せ効果を検証した第 3 相比較試験であり、全体の主要
評価項目ある PFS では cetuximab 併用群で有意な延長を認めた(8.9 カ月 vs 8.0 カ月、
p=0.048)。本試験の後解析において KRAS 遺伝子解析が行われ、KRAS exon 2 野生型では
cetuximab 併用群で PFS の有意な改善が認められたが(9.9 カ月 vs 8.7 カ月、p=0.02)、
逆に KRAS exon 2 変異型においては cetuximab 併用群で PFS の改善は認められなかった
(7.6 カ月 vs 8.1 カ月、p=0.75)[13]。OPUS 試験では主要評価項目である奏効率は
cetuximab 併用群にて良好な傾向が認められた（46% vs 36%）。後解析として KRAS 遺伝
子変異が行われ、KRAS exon 2 野生型においては cetuximab 併用群で有意に奏効率の改
善を認め（57％ vs 34%、p=0.0023）、逆に KRAS exon 2 変異型では cetuximab 併用群
で奏効率は有意に不良であった（34％ vs 53%、p=0.0026）[14]。フッ化ピリミジン系
薬剤、CPT-11、L-OHP の全てに不応の切除不能な大腸癌を対象とした、cetuximab 単独
療法群と best supportive care (BSC)群を比較した第 3 相試験(NCIC-CTG CO.17)では、
cetuximab 単独療法群の方が BSC 群と比較して、OS において有意に優れた結果であり
(6.1 カ月 vs 4.6 カ月、p=0.0046)、3 次治療での cetuximab 単剤療法の有用性が示され
た[15]。また、CPT-11 不応の転移性大腸癌を対象とした CPT-11+cetuximab 併用療法と
cetuximab 単独療法との第 2 相比較試験(BOND 試験)では、cetuximab 併用群において奏
効率(22.9% vs 10.8%、p=0.0076)と PFS(4.1 カ月 vs 1.5 カ月、p<0.001)が有意に優れ
ていた。これにより CPT-11 不応の症例に対して、cetuximab 併用下での CPT-11 再投与
による耐性克服の可能性が示された[16]。また、5-FU/LV+L-OHP による初回治療に不応
性の切除不能な大腸癌を対象として CPT-11+cetuximab 併用療法と CPT-11 単独療法との
第 3相比較試験(EPIC)が行われ、併用群において PFS(4.0 カ月 vs 2.6 カ月、p<0.0001)
と奏効率(16.4% vs 4.2%、p<0.0001)が有意に優れていた [17]。 
PanitumumabはEGFRに対するIgG2完全ヒトモノクローナル抗体であり、cetuximabと
比較して infusion reaction やアレルギー反応はまれである（全グレード：1.5%）[18]。
皮疹、下痢などの副作用については cetuximab とほぼ同じ頻度で出現する（皮疹 86.7 
vs 87.5%、下痢 18.3% vs 17.7%）[19]。初回治療における FOLFOX への上乗せ効果を検
証した PRIME 試験では、KRAS exon 2 野生型において panitumumab 併用群は主要評価項
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目である PFS が有意に優れていた(9.6 カ月 vs 8.0 カ月、p＝0.02)が、KRAS 変異型にお
いては panitumumab 併用群においては、むしろ短縮していた(7.3 カ月 vs 8.8 カ月、p
＝0.02)。OS に関しては KRAS 野生型において panitumumab 併用群で良好な成績であった
が、有意差は認めなかった(23.9 カ月 vs 19.7 カ月、p=0.07)[20]。二次治療における
FOLFIRI への上乗せ効果を検証した 20050181 試験においても、KRAS 野生型において
panitumumab 併用群で有意に PFS が優れていた(5.9 カ月 vs 3.9 カ月、p=0.004)が、OS
においては両群で有意差は認めなかった(14.5 カ月 vs 12.5 カ月、p=0.12)。KRAS 変異
型においては、奏効率(13% vs 14&, p=1.0)、PFS(5.0 カ月 vs 4.9 カ月、p=0.14)、
OS(11.8 カ月 vs 11.1 カ月、p=0.55)ともに改善は認めなかった[21]。フッ化ピリミジ
ン、CPT-11、L-OHP に不応の転移性大腸癌を対象とした panitumumab 投与群と BSC 群を
比較する第 3 相試験が行われ、panitumumab 投与群で奏効率(10% vs 0%、p<0.0001)と
PFS(8.0 カ月 vs 7.3 カ月、p<0.0001)が有意に優れていた[22]。 
以上から、抗 EGFR 抗体である cetuximab と panitumumab は、KRAS 野生型（大腸癌症
例の約 60％）において有効性が証明され、KRAS 変異型の場合には抗 EGFR 抗体は無効で
あることが示唆された。Cetuximab と panitumumab の有効性の比較に関しては、既治療
の KRAS 野生型患者を対象として、cetuximab 単剤と panitumumab 単剤を比較した第 3相
試験（ASPECCT 試験）が行われ、両薬剤は奏効率(19.8% vs 22.0%、オッズ比 1.15、95%
信頼区間 0.83-1.58)で有意な差は認められず、Panitumumab の cetuximab に対する OS
の非劣性(10.4 カ月 vs 10.0 カ月、inferior p-value=0.0007)が証明されている[19]。 
 
1-3.  抗 EGFR 抗体無効のバイオマーカー：RAS 遺伝子変異解析 
 KRAS 遺伝子変異(exon 2)が抗 EGFR 抗体の効果予測因子として確立されたが、
KRAS (exon 3,4)、NRAS (exon 2,3,4)などの頻度の少ない（全部を合わせて大腸癌
の約 10％）minor な遺伝子変異も抗 EGFR 抗体の無効因子として報告されるようになった
[23]。KRAS (exon 2,3,4)、NRAS (exon 2,3,4)の変異を総じて RAS 変異と定義し、過去
に行われた抗 EGFR 抗体の第 3相試験の検体を用いて、RAS 遺伝子解析が行われた。RAS











表 2. 抗 EGFR 抗体の第 3 相試験における RAS 遺伝子変異型集団での治療効果 
 
 
表 1, 2 にまとめた前向きランダム化比較試験の組織検体を用いた prospective-
retrospective analysis の結果では、RAS 野生型で抗 EGFR 抗体の効果が高くなる一方
で、RAS 変異型においては抗 EGFR 抗体薬の効果は得られにくい対象であり、欧米のガイ
ドラインや添付文書では RAS 遺伝子変異例には抗 EGFR 抗体薬の投与は推奨されていな
い。これらの結果を持って、日本においても RAS 解析が 2015 年に保険承認された。一度
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に 96 検体、48 の変異のパターンを短時間で測定でき、測定感度も 1～5 %と良好な RAS
検査キット（MEBGENTM RASKET KIT：RASKET）が日本で開発された[28]。 
 
1-4.  抗 EGFR 抗体のバイオマーカー解析：RAS 遺伝子変異以外 
 抗 EGFR 抗体の効果予測因子として、RAS 遺伝子変異が日常診療で使用されるようにな
ったが、その他にこれまで様々なバイオマーカー解析が行われてきた。 




しかし、その後、EGFR 発現のない大腸癌においても cetuximab で奏効する症例が報告さ
れるようになった[30]。Panitumumab においても、PRIME 試験ならびに 20050181 試験に
おける後解析で、EGFR 発現の強度により抗 EGFR 抗体の効果に差がないことが報告された
[31]。この理由としては、大腸癌組織においては heterogeneous な分子生物学的特徴が
見られ、原発巣と転移巣で発現が異なることが指摘されている[32]。現在では腫瘍組織
におけるEGFR発現が抗EGFR抗体の適応条件にはなっていない。また、EGFRの gene copy 
number(GCN)や fluorescence in situ hybridization (FISH)に関しては、過去の報告に
おいて奏効ならびに予後に関与しているという報告があるものの[33, 34]、依然として
前向きの大規模な臨床研究における検証はされておらず、GCN ならびに FISH の陽性基準
なども研究によりバラツキがある点が課題となっている。 
EGFR の下流シグナル伝達分子の遺伝子に関しては、RAS 遺伝子変異以外に、BRAF、
PIK3CA、PTEN 等が解析されてきた。BRAF は KRAS の下流シグナルであり、変異を生じる
と増殖シグナルが活性化される。遺伝子変異の大部分は V600E 変異である。BRAF V600E
変異は大腸癌の約 5-10%で認められる。過去の探索研究では、BRAF 変異は抗 EGFR 抗体
(cetuximab)における予後不良因子であることが報告されている [35]。CRYSTAL 試験と
OPUS 試験を統合した後ろ向き解析では、BRAF 変異型大腸癌は、BRAF 野生型大腸癌と比
較して極めて予後不良であった。PFS、OS の中央値は cetuximab 併用群でそれぞれ 7.1 ヵ
月、14.1ヵ月、非併用群で 3.7ヵ月、9.9ヵ月、ハザード比は 0.62、0.67と、BRAF 変異
における cetuximab による上乗せ効果が示唆される結果であったが[36]、少数例(5 症例)
のサブグループ解析のため、効果予測因子として定まった見解とはされていない。
PIK3CA 変異は、PI3K が PIP2→PIP3 へのリン酸化を誘導し、AKT などの下流シグナルを活








cetuximab + BSC 群は BSC 群と比較して奏効率(20% vs 12%)、OS(9.6 か月 vs 3.6 か月、
p=0.059)とも良好な傾向が認められたと報告があり、panitumumab 単剤と BSC を比較した
20020408 試験の後解析でも同様に PIK3CA 変異型であっても Panitumumab 群で良好な成績
（奏効率：20%）が認められている[38]。しかし、BRAF変異と同様に頻度が少なく、大規
模なデータによる検証はないことから一定の見解を得ていないのが現状である。PTEN は
がん抑制遺伝子であり、PTEN 機能低下は PI3K からの下流シグナル活性化を誘導する。大
腸癌では、免疫染色による PTEN 発現の低下は約 20-40%に認められ、PTEN 遺伝子変異は
約 5％に認められる。過去の探索研究では、PTEN の発現低下している症例は、発現低下
のない症例と比較して奏効率が低く(36% vs 5%)、PFS が短縮していること(4.7 カ月 vs 
3.3 カ月、p=0.005)が報告されており[39]、また、KRAS exon2 野生型の切除不能・進行
大腸癌に対する cetuximab 治療において、PTEN 発現がない症例は、それ以外の症例と比
較して予後が不良であった(OS: 11.8 カ月 vs 16.2 カ月、p=0.013)[40]。その一方で、
PTEN の発現が抗 EGFR 抗体治療の予後に関連がないという報告もあり、cetuximab 単剤群
と BSC 群のランダム化比較試験である NCIC CTG CO.17 試験における後解析では、PTEN 発
現に関わらず cetuximab 単剤群で OS の改善傾向が認められた(発現なし：HR 0.63、発現
あり：HR 0.66)[38]。20020408試験の後解析では、PTEN変異は約9%に認められ、PTENの
遺伝子変異によらずpanitumumabの有効性が認められた(変異なし：HR 0.36、変異あり：
HR 0.11) [41]。現時点では、PTEN 発現や PTEN 遺伝子変異と抗 EGFR 抗体の治療効果や予
後に関与しているかどうかについては一定の見解は得られていない。 
EGFR リガンドとして上皮成長因子 (EGF)、トランスフォーミング増殖因子 
(transforming growth factor; TGF-α) 、amphiregulin (AREG)、ヘパリン結合 EGF 様増
殖因子(heparin-binding EGF-like Growth Factor; HB-EGF)、betacellulin、epiregulin 





図 1. ErbB ファミリーの受容体ならびに対応するリガンド 
 
これらのリガンドは ErbB (erythroblastic leukemia viral oncogene homolog)ファミ
リーの受容体に結合し、細胞内の増殖シグナルを活性化する。また、NRG は EGFR とは結
合しないが、ErbB3、ErbB4 と結合し、受容体以下の細胞内シグナル活性化などに関与し
ているとされている。また ErbB ファミリー以外にも、hepatocyte growth factor 
(HGF)/MET、insulin-like growth factor-1(IGF-1)/IGF-1R 経路の活性化は、ErbB ファミ
リーの下流シグナル(PIK3/AKT 経路や MARK 経路など)を活性化させ、抗 EGFR 抗体治療に
おける抵抗性に関与していることが考えられている[42, 43]。切除不能・進行大腸癌で
cetuximab治療を受けた220症例の後ろ向き探索研究の報告では、KRAS野生型ではAREG、
EREG の発現が高い群で PFS(EREG: HR 0.61, p<0.0001; AREG: HR:0.60, p<0.0001)ならび
に OS(EREG: HR 0.61, p<0.0001; AREG: HR:0.60, p<0.0001)の延長が認められたが、KRAS
変異群ではその傾向は認められなかった(p>0.05)[44]。Cetuximab 単剤の治療をうけた 3
つの前向き臨床試験（144 症例）の後解析でも、AREG、EREG を含む遺伝子高発現群で奏
効例が高かった(33% vs 5%)[45]。L-OHP ベースの化学療法に cetuximab の上乗せ効果を
検証した MRC COIN 試験に登録された 1,630 例中 952 例における後解析では、KRAS status
と EREG発現で OSを評価され、KRAS 野生型かつ EREG高発現の群で最も予後が良好であっ
た(p=0.004)[46]。また、CPT-11＋panitumumab 併用療法と CPT-11 単剤を比較した
PICCOLO 試験において、RAS 野生型患者で AREG、 EREG の高発現群では、CPT-






1-5.  血中 EGFR リガンド濃度測定の意義 
 本研究では、切除不能進行大腸癌における抗 EGFR 抗体の有効性に関するバイオマー
カー研究として、血清におけるリガンド濃度を測定し、その臨床的意義を評価した。過




























EGFR 抗体薬の適応は KRAS exon 2 野生型にのみ限定されていた。したがって、すべての症
例で KRAS exon 2 の遺伝子解析ならびに臨床情報が得られている。適格規準としては、(1)
病理組織学的に腺癌と診断されている、(2)抗 EGFR 抗体(cetuximab, panitumumab)治療前
に抗 EGFR 抗体を含まない 1 レジメン以上の化学療法を受けている、(3)ECOG PS で 0～2、
(4)肝機能ならびに腎機能が保たれている、(5)抗 EGFR 抗体治療は抗 EGFR 抗体の単剤なら
びに CPT-11 ベースの化学療法との併用療法とする、 (6) 2～3 か月ごとに CT 検査にて増
悪まで病状評価をされている、(7) 事前にバイオバンク検体における研究に関して、説
明・同意を得ていること、以上の 7 項目である。主たる除外規準としては、(1)抗 EGFR 抗
体以外の EGF 経路を標的とした分子標的治療薬を受けている、(2)他の重複する進行癌を
認める、(3)中枢神経系に腫瘍浸潤もしくは転移を有する。 
  本研究は国立がん研究センター倫理審査委員会の承認を得て行った。 
 
2-2-2. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 
 測定項目として、過去の文献から ErbB ファミリーを標的とした分子標的治療薬の有効
性に関与していると考えられるリガンドである EGF、TGF-α、AREG、EREG、NRG、HGF、
IGF-1 を選択した[42-51]。治療前、病状増悪時の血清検体を用い、過去の文献で使用され
ている市販の ELISA キットを用いて血清濃度を測定した。EGF は DEG00(R&D)、AREG は
SEA006Hu(Uscn Life Science Inc)、EREG は CSB-EL007779HU(CUSABIO)、 TGF-α は








・EGF ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、50 µL Assay Diluent
を血清サンプルに添加する、(2)スタンダードサンプルならびに血清サンプルを 200µl ず
つ、プレートの各 well に添加する(1 検体あたり 2 well で測定)し、プレートシールにて
密閉し 37℃で 2時間静置する、(3)各 well 内の液体を廃棄し、wash buffer 250µl/回で 3
回洗浄する、(4)接合体(conjugate)溶液を各wellに 200µlずつ添加してプレートシールで
密閉し、室温で 2時間静置する、(5) 各 well 内の液体を廃棄し wash buffer 250µl/回で 3
回洗浄する、(6)基質溶液を各 well に 200µl ずつ添加してプレートシールで密閉し、37℃
で 20分間、遮光で静置する、(7)停止溶液（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加し
て、30 分以内に 450nm の波長で吸光度を測定し、560nm の波長で補正する。 
 
・TGF-α ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)スタンダードサン
プルならびに血清サンプルを 50µl ずつ、プレートの各 well に添加する(1 検体あたり 2 
well で測定)し、プレートシールにて密閉し 37℃で 2 時間静置する、(3)各 well 内の液体
を廃棄し、wash buffer 250µl/回で 4 回洗浄する、(4)接合体(conjugate)溶液を各 well に
200µl ずつ添加してプレートシールで密閉し、室温で 2時間静置する、(5) 各 well 内の液
体を廃棄し wash buffer 250µl/回で 4回洗浄する、(6)基質溶液を各 well に 200µl ずつ添
加してプレートシールで密閉し、37℃で 30 分間、遮光で静置する、(7)停止溶液（Stop 





・EREG ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)スタンダードサン
プルならびに血清サンプルを 100µl ずつ、プレートの各 well に添加する(1 検体あたり 2 
well で測定)し、プレートシールにて密閉し 37℃で 2 時間静置する、(3)各 well 内の液体
を廃棄し、ビオチン抗体溶液を各 well に 200µl ずつ添加してプレートシールで密閉し、
37℃で 1 時間静置する、(4)各 well 内の液体を廃棄し、wash buffer 250µl/回で 3回洗浄
する、(5)HRP-アビジン溶液を各 well に 100µl ずつ添加してプレートシールで密閉し、
37℃で 1 時間静置する、(6) 各 well 内の液体を廃液し wash buffer 250µl/回で 5 回洗浄
し、TMB 溶液を 90µl ずつ各 well 内に添加してから、37℃で 30 分間遮光して静置する、
(7)停止溶液（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加して、30 分以内に 450nm の波長
で吸光度を測定し、560nm の波長で補正する。 
 
・AREG ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)スタンダードサン
プルならびに血清サンプルを 200µl ずつ、プレートの各 well に添加する(1 検体あたり 2 
well で測定)し、プレートシールにて密閉し 37℃で 2 時間静置する、(3)各 well 内の液体
を廃棄し、Detection Regent A 液を各 well に 100µl ずつ添加してプレートシールで密閉
し、37℃で 1 時間静置する、(4)各 well 内の液体を廃液し、wash buffer 250µl/回で 3 回
洗浄する、(5) Detection Regent B 液を各 well に 100µl ずつ添加してプレートシールで
密閉し、37℃で 30 分間静置する、(6) 各 well 内の液体を廃棄し wash buffer 200µl/回で
3 回洗浄し、TMB 溶液を 90µl ずつ各 well 内に添加してから、37℃で 30 分間遮光して静置
する、(7)停止溶液（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加して、30 分以内に 450nm
の波長で吸光度を測定する。 
・NRG ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)スタンダードサン
プルならびに血清サンプルを 100µl ずつ、プレートの各 well に添加する(1 検体あたり 2 
well で測定)し、プレートシールにて密閉し 37℃で 2 時間静置する、(3)各 well 内の液体
を廃液し、ビオチン抗体液を各wellに 100µlずつ添加してプレートシールで密閉し、37℃
で1時間静置する、(4)各well内の液体を廃棄し、wash buffer 250µl/回で3回洗浄する、
(5) HRP-アビジン液を各 well に 100µl ずつ添加してプレートシールで密閉し、37℃で 1時
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間静置する、(6) 各 well 内の液体を廃棄し wash buffer 250µl/回で 5回洗浄し、TMB 溶液
を 90µl ずつ各 well 内に添加してから、37℃で 30 分間遮光して静置する、(7)停止溶液
（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加して、30 分以内に 450nm の波長で吸光度を
測定し、560nm の波長で補正する。 
 
・HGF ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)アッセイ溶液 50ml
ならびにスタンダードサンプルならびに血清サンプルを150µlずつ、プレートの各wellに
添加する(1 検体あたり 2 well で測定)し、プレートシールにて密閉し室温で 2 時間静置す
る、(3)各 well 内の液体を廃棄し、wash buffer 250µl/回で 4 回洗浄を行う、(4) HRP-
Conjugate 液を各 well に 200µl ずつ滴下してプレートシールで密閉し、37℃で 2 時間静置
する、(5) 各 well 内の液体を廃棄し wash buffer 250µl/回で 4 回洗浄し、TMB 溶液を
200µl ずつ各 well 内に添加してから、室温で 30 分間遮光して静置する、(6)停止溶液
（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加して、30 分以内に 450nm の波長で吸光度を
測定し、560nm の波長で補正する。 
 
・IGF-1 ELISA protocol 
 (1)すべての試薬、スタンダードサンプル、血清検体を準備する、(2)アッセイ溶液 150ml
ならびにスタンダードサンプルならびに血清サンプルを 50µl ずつ、プレートの各 well に
添加する(1 検体あたり 2 well で測定)し、プレートシールにて密閉し 4℃で 2 時間静置す
る、(3)各 well 内の液体を廃棄し、wash buffer 250µl/回で 4回洗浄を行う、(4) 冷たい
Conjugate 液を各 well に 200µl ずつ滴下してプレートシールで密閉し、4℃で 1 時間静置
する、(5) 各 well 内の液体を廃棄し wash buffer 250µl/回で 4 回洗浄し、TMB 溶液を
200µl ずつ各 well 内に添加してから、37℃で 30 分間遮光して静置する、(6)停止溶液
（Stop solution）を各 well に 50µl ずつ添加して、30 分以内に 450nm の波長で吸光度を
測定し、560nm の波長で補正する。 
 
2-2-3. KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA 遺伝子変異解析 
 本研究の対象患者の FFPE 腫瘍組織切片を用いて、Minor KRAS（変異の hot spot である





域を削りとり、QIAamp DNA FFPE Tissue Kit(QIAGEN KK, Tokyo, Japan)を用いて、DNA 抽
出を行った。KRAS exon 2 (codons 12, 13)/exon 3、(codon 61)/exon 4 (codon 146)、
BRAF exon 15 (codon 600)、PIK3CA exon 9 (codons 542, 545)/exon 20 (codon 1047)、
NRAS exon 2 (codons 12, 13)/exon 3 (codon 61)を PCR (GeneAmp PCR System 9700 
thermal cycler)で増幅した。PCR 産物は、アガロースゲル電気泳動後に、臭化エチジウム




抗 EGFR 治療における治療効果の評価は、治療奏効、PFS、OS を用いた。治療奏効に関しては、
RECIST(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) version 1.0 をもとに評価した。完
全奏効（CR）、部分奏効（PR）、病勢安定（SD）、病勢進行（PD）、評価不能（NE）のいずれ
かで効果判定を行った。奏効率（Objective response rate:ORR）は全体評価のうちの CR＋PR
の割合と定義して、病勢コントロール率（DCR）は全体評価のうちの CR＋PR＋SD の割合と定義
した。PFS の定義は抗 EGFR 抗体の治療開始日から病状増悪もしくは死亡日のいずれか早い日ま
での期間とした。OSの定義は抗EGFR抗体の治療開始日から、死亡日もしくは最終追跡日（打ち
切り）までとした。 
患者背景項目における 2 群間の割合の違いを評価するため、2×2 の分割表における独立性の
検定として、カイ2乗検定もしくは Fisherの正確確率検定を用いた。PFSならびに OSの生存期




転移臓器数（0-1/2 以上）を選んだ。群間比較のためのカットオフ値として、中央値と ROC 
(receiver operator characteristic)曲線解析で DCR が最も良好となる血清リガンド濃度の２







 2008 年 8 月から 2011 年 8 月までの 3 年 1 か月の期間で、症例選択基準を満たした









 年齢の中央値は 62.0 歳であり、PS 0-1 が 94.2%と大部分を占めた。原発巣の割合は結
腸と直腸でほぼ同等であった。腫瘍の組織型は、高分化・中分化型が 85.4％と大半を占
めており、約 7 割の患者で遠隔転移臓器が 2 つ以上認められていた。抗 EGFR 抗体の治療
内容に関しては、CPT-11 ベースの化学療法と抗 EGFR 抗体の併用療法：抗 EGFR 抗体単剤
が 8：2、抗 EGFR 抗体の種類としては cetuximab：panitumumab は 8：2の割合であった。
3 次治療以降で抗 EGFR 抗体を用いた症例が約 9 割を占めていた。過去の前治療歴に関し
ては、全症例でフッ化ピリミジン系薬剤を使用しており、L-OHP が 99.0％、CPT-11 ベー
スが 91.3％の症例で用いられていた。後治療は約 3割の患者が受けていた。 
 




表 5. 治療開始前、腫瘍増悪時の血清リガンド濃度 
  
 











図 2. 治療開始前、病勢増悪時の血清リガンド濃度の個別データ 
 
2-3-3. KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA の遺伝子変異 
リガンド解析をおこなった 103 症例のうち、18 症例で KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA のい
ずれかの遺伝子変異が認められた。これらの遺伝子変異を有する症例では、全ての症例
において抗 EGFR 抗体の奏効例は認められなかった(SD: N=6、PD: N=12)。遺伝子変異と
しては、KRAS codon 61 (N=2, 1.9%)、KRAS codon 146 (N=5, 4.9%)、BRAF V600E (N=2, 
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1.9%)、PIK3CA exon9 (N=4, 3.9%)、NRAS codon 12/13 (N=2, 1.9%)、NRAS codon 61 (N=5, 
4.9%)が認められた。2 症例においては２つの遺伝子変異の重複が認められた（KRAS 
codon 146/PIK3CA exon 9、NRAS codon 61/PIK3CA exon 9）。 
 
2-3-4. KRAS 野生型における予後解析（治療開始前の血清リガンド濃度） 
 測定した治療前の血清リガンドの中央値（表 5 参照）をカットオフ値として、血清濃
度が高値と低値の2群にわけて、PFSならびにOSを評価した。測定したリガンドのうち、






図 3．KRAS 野生型患者の HGF,EREG による生存曲線(カットオフ値：中央値) 
(A) HGF 値による PFS の生存曲線、 (B) EREG 値による PFS の生存曲線、(C) HGF による












HGF 低値群は HGF 高値群と比較して、PFS の有意な延長が認められた(中央値: 6.4 カ
月 vs 4.4 カ月, ハザード比:0.479, 95%信頼区間: 0.313–0.732, log-rank test p= 
0.00049)。また、EREG 低値群は EREG 高値群と比較して、有意に PFSの延長を認めた(中
央値: 6.6 カ月 vs 4.9 カ月, ハザード比:0.618, 95%信頼区間:0.416–0.917, log-rank 
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test p=0.016)。HGF 低値群は HGF 高値群と比較して、有意に生存期間が長かった(中央
値: 15.3 カ月 vs 8.0 カ月, ハザード比: 0.425, 95%信頼区間:0.261–0.690, log-rank 
test p=0.00065)。EREG 低値群は EREG 高値群と比較して、有意に生存期間が長かった
(中央値: 13.8 カ月 vs 7.4 カ月, ハザード比: 0.621、95%信頼区間: 0.364–0.962,log-
rank test p=0.035) (図 3)。 
 血清リガンド濃度の中央値をカットオフ値とした場合に、HGF ならびに EREG の高値
群・低値群における血清リガンド濃度ならびに KRAS, NRAS, BRAF, PIK3CA 遺伝子変異





表 6. 血清 HGF,EREG 値による KRAS、NRAS、BRAF、PIK3CA 遺伝子変異の頻度 
 











図 5. ROC 曲線解析の至適カットオフ値による生存曲線  











HGF 濃度（ハザード比:0.562, 95%信頼区間:0.591–0.878, p= 0.001）と血清 EREG 濃度
(ハザード比:0.646, 95%信頼区間:0.426–0.976,p= 0.039)は独立した予後因子であった
（表 7A）。OS においては、HGF が独立した予後因子であった(ハザード比:0.447, 95%信
頼区間: 0.267–0.747, p=0.002)。EREG は、ハザード比：0.605、95%信頼区間：0.365–
1.001、p=0.050 であった（表 7B）。 
 

































2-3-5. All wild-type (KRAS/NRAS/BRAF/PIK3CA 野生型)の予後解析 
  治療開始前のリガンドの濃度における予後解析において、HGF、EREG が KRAS exon 2 
野生型患者の抗 EGFR 抗体の予後に関与していることが分かった。Minor KRAS、NRAS、







図 7. All wild-type の HGF,EREG 値における生存曲線(カットオフ値：中央値) 
(A) HGF 値における OS の生存曲線、 (B) EREG 値における OS の生存曲線 
 
そこで、これらの遺伝子変異を有する症例と、これらの遺伝子変異のうち一つでも解
析不能であった症例は除外として、All wild-type 合計 57 症例で PFS における生存解析
を追加した。KRAS exon2 野生型の解析と比較して症例数が減ったものの、PFS では HGF
低値群は高値群と比較して生存期間が有意に延長していた(10.0 カ月 vs 5.5 カ月, ハ
ザード比:0.362, 95%信頼区間:0.199–0.659,log-rank p=0.00053)。また、EREG 低値群
は高値群と比較して生存期間が有意に延長していた(8.0 カ月 vs 5.0 カ月, ハザード
比:0.584, 95%信頼区間:0.337–0.991,log-rank p=0.047)。以上から、All wild-type に
おいても、KRAS exon2 野生型と同様な傾向があることが示唆された。 
 
2-5-6. 血清リガンド濃度と抗 EGFR 抗体の奏効との関連 
 KRAS exon2野生型ならびにAll wild-typeにおける抗EGFR抗体治療におけるORRは、










表 8. 血清 EREG ならびに HGF 値における奏効ならびに病勢コントロール割合 
 
(A) KRAS exon 2 wild-type 
 
 




血清濃度の中央値をカットオフ値とした場合に、HGF ならびに EREG における治療前血
清濃度の高値群、低値群での ORR、DCR を比較した。KRAS exon 2 野生型の場合、EREG 高
値群と低値群で ORR はそれぞれ 23.5％ vs 40.4％であり、低値群で良好な傾向が認めら
れた(p=0.091)。DCR においては、HGF 高値群は 59.6％、HGF 低値群は 78.4％であり、
HGF 低値群で良好な傾向が認められた(p=0.055)。また、EREG 高値群は 58.8％、EREG 低
値群では 76.9％であり、EREG 低値群でも良好な傾向が認められた(p=0.059) (表 6A)。 
All wild-type においては、HGF の血中濃度において ORR ならびに DCR で有意な差は
認められなかった。EREG においては、高値群と低値群における ORR は 25.9% vs 56.6%
で、有意に低値群で奏効率が高かった(p=0.031)。また、DCR においては高値群が 66.6%、









群(elevation)と上昇しなかった群(no elevation)に分けて、全てで 4 グループに分け
た（治療前：High/Low、治療増悪時：elevation/no elevation）。この 4グループの生
存解析を PFS ならびに OS で行った。HGF と EREG のどちらも、High/elevation 群が他の






図 8. 治療前ならびに治療増悪時までのリガンド値変化における生存曲線 
(A)HGF 値における PFS の生存曲線、(B)EREG 値における PFS の生存曲線、(C)HGF 値にお











始前の HGF ならびに EREG の血清濃度が治療奏効(ORR、DCR)ならびに予後(PFS、OS)に影
響を与える可能性が示唆された。どちらの血清リガンドにおいても、治療開始前の血中
濃度が低値である方が、抗 EGFR 抗体治療にて良好な予後が得られ、逆に高値である場
合は予後不良であった。ORR においては EREG 低値で良好な傾向が認められ、DCR におい
ては HGF ならびに EREG が低値で良好な傾向が認められた。治療開始前から病勢増悪時
において血清濃度が上昇した症例は、上昇しない症例と比較して、治療前の血清濃度に
関わらず予後不良である傾向が認められた。 
 本研究では、KRAS 以外にも、NRAS、BRAF、PIK3CA 遺伝子変異を解析した。DeRoock ら
は、欧州にて大腸癌の組織検体を用いた多施設共同の大規模な遺伝子解析を行い、上記
の遺伝子変異の頻度は少ないものの(NRAS:2.6%、BRAF：4.7％、PIK3CA:14.5%)、抗EGFR
抗体の無効因子であることを報告している [23]。本研究においても、KRAS exon 2 野生










て、症例数は限定されるが All wild-type における生存解析を行った。結果としては、
HGF ならびに EREG ともに、血清濃度の高値群、低値群で生存期間の差は、KRAS exon 2
野生型を対象とした解析結果よりも大きくなった。以上から、下流シグナル遺伝子変異
















upregulation が更に ErbB2 と ErbB3 の 2量体形成を促進していることを報告した[52]。
Yano らは、EGFR 変異の肺癌において、HGF が EGFR-TKI(tyrosine kinase inhibitor)の
抵抗性に関与していることを報告し[53]、Engelman らは非小細胞性肺癌（NSCLC）にお
ける gefitinib(EGFR-TKI)の抵抗性は、MET 増幅による ErbB3 依存性の PIK3 経路の活性
化によって引き起こされることを報告した[54]。また、Xu らは、NSCLC において、EGFR
が、HIF-1α（hypoxia inducible factor 1α）を介して、MET レベルや癌浸潤を調整し
ている可能性を示唆している[55]。大腸癌においても、MET活性化が抗 EGFR抗体の抵抗
性に関与していることが報告されている[43]。これらの過去の報告から、EGFRを含めた
ErbB ファミリーと HGF/MET 経路には cross talk が存在していることが考えられ、
HGF/MET 経路に強く依存している症例に関しては、抗 EGFR 抗体の抵抗性に関与している
可能性が示唆される。 
HGF/MET経路を標的とした分子標的治療薬の臨床試験においては、固形癌を対象として
TAK701、AMG102 (rilotumumab：抗 HGF 抗体)、SCH900105 (AV299)などの第 1相試験、第
2 相試験が行われ、KRAS 野生型の大腸癌においては、抗 EGFR 抗体である panitumumab 単
剤と panitumumab＋rilotumumab 併用療法のランダム化第 2 相臨床試験が報告されている
[56]。panitumumab と rilotumumab 併用療法は、panitumumab 単剤と比較して、ORR(31% 











Khambata-Ford らが、治療開始前の腫瘍組織における EREG ならびに AREG の mRNA 高値で
ある症例は、抗 EGFR 抗体である cetuximab の有効性が高いことを報告した[61]。これは




は別の研究で、抗 EGFR 抗体治療患者の腫瘍組織 mRNA 発現（非腫瘍組織との比較）を評
価し、腫瘍組織で EREG、AREG の mRNA 発現が高い場合に OS が良好であることを報告した
(EREG:HR 0.326, p=0.011, AREG:HR 0.277, p=0.019)[62]。以上から、腫瘍組織（ｍRNA
発現）と血清（タンパク濃度）では EREG 発現に相関は認めず、検体の種類によってバイ
オマーカーの意義が異なる可能性が示唆された。この違いの理由としては、腫瘍細胞内





抗 EGFR 抗体は、複数のリガンドに対して、競合して EGFR に結合し、EGFR 下流シグナ
ルを抑制することで抗腫瘍効果を発揮する。しかし、必ずしも全てのリガンドが抗 EGFR
抗体の治療効果に影響を与えるわけではないことが本研究の結果から示唆された。その
背景には、各リガンドの EGFR を含めた ErbB ファミリー受容体への結合力や、結合後の
下流シグナルの活性化の程度の違いが考えられる[66]。実際に抗 EGFR 抗体治療中に、各
リガンドがどれほど下流シグナルに影響を与えているか検討した過去の報告はないが、








また、乳癌細胞においては、肺転移に関連する 4 つの遺伝子として EREG、COX-2、MMP-1、
MMP-2 が大きく関与しており、これら全ての遺伝子を抑制するとがん増殖を抑えることが
できたという報告がある[69]。 




ることによる limitation が影響した可能性などが考えられる。TGF-αは EGFR の特異的
なリガンドであるが、TGF-αが過剰発現すると、EGFR と MET の相互作用を引き起こし、
MET のリン酸化と MET 経路の活性化することが cetuximab を用いた大腸癌細胞の基礎研究
にて報告されている [48]。また、EGFR 特異的なリガンドである TGF-αと AREG に関して、
EGFR 阻害により分泌が誘導されることは大腸癌細胞レベルで確認されており、周囲の抗
EGFR 抗体に感受性のある細胞の EGFR/ERK 経路を活性化して EGFR 阻害の抵抗性に関与す
ることが報告されている [49]。また、EGFR 阻害効果を有するものの中でも、チロシンキ
ナーゼ阻害剤よりも抗 EGFR 抗体による EGFR 阻害下において、血液中の TGF-α増加が確
認されている [70]。NRG（heregulin）は、HER3、HER4 に特異的なリガンドであり、過去
の報告において抗 EGFR 抗体治療の抵抗性に関与することが示唆されている。川上らは、
cetuximab の感受性があり NRG が発現した大腸癌細胞を用いて、抗 EGFR 抗体を投与する
と EGFR 発現ならびに ERK のリン酸化は抑制されたが、HER2/HER3 発現ならびに下流シグ
ナルである AKT のリン酸化の抑制が得られなかったことを確認し、更に抗 EGFR 抗体に抗
HER3 抗体を追加投与すると HER2/HER3 発現ならびに ERK、AKT のリン酸化の抑制が認めら




腫瘍組織における免疫染色による IGF-1 の発現が、大腸癌の抗 EGFR 抗体の予後不良(OS)

















今回の検討は、抗 EGFR 抗体の治療抵抗性のバイオマーカーとして血清 HGF、EREG の値
が使用可能であることを示唆しているが、治療が全く奏功しないことを示す物では無い。
治療無効を証明するためには、血清 HGF、EREG のそれぞれの高値・低値群において、抗




















された。今後、HGF、EREG に関しては、抗 EGFR 抗体治療における治療効果、予後、なら
びに治療抵抗性に関連した治療モニタリング マーカーとしての有用性を前向き研究によ
り検証を行っていく。また、このリガンドが治療抵抗に強く関与することが証明するこ
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・ 5-FU/LV: LV と 5-FU を併用したレジメン。LV を点滴し、5-FU の急速静注と持続静注
を組み合わせたレジメン(sLV5FU2)が広く用いられる。1コース＝2週間で投与する。 
・ IFL: CPT-11、5-FU、LV を併用したレジメン。CPT-11 を点滴した後に、5-FU と LV を
並列で点滴する。これを 1週間ごとに 4回投与する。1コース＝6週間で投与する。 
・ CapeIRI: カペシタビン(経口剤)、CPT-11 を併用したレジメン。1日目に CPT-11 を点
滴静注し、カペシタビンを1日目から2週間内服する。1コース＝3週間で投与する。 
• FOLFIRI: CPT-11、5-FU、LV を併用したレジメン。LV と CPT-11 を並列で点滴し、終
了後に 5-FU を急速静注し、5-FU 持続静注を行う。1コース＝2週間で投与する。 
• FOLFOX: 5-FU、LV、L-OHPを併用したレジメン。L-OHPと LVを並列で点滴し、終了後
に 5-FU を急速静注し、5-FU 持続静注を行う。投与量や投与方法により FOLFOX7 まで
ある。よく用いられる FOLFOX4 や mFOLFOX6 は、1コース＝2週間で投与する。 
・ XELOX： カペシタビン、L-OHP を併用したレジメン。1 日目に L-OHP を点滴し、カペ
シタビンを 1 日目から 2 週間内服する。1 コース=3 週間で投与する。 
・ Bevacizumab： 必ず化学療法と併用する。投与量は、1 コース=2 週間のレジメンに併
用する場合には 5mg/kg（FOLFOX、FOLFIRI、sLV5FU2 など）、1 コース=3 週間の場合
には 7.5mg/kg（XELOX など）であり、1日目に点滴静注する。 
・ Ramucirumab： 大腸癌では 2 次治療の FOLFIRI と併用する。投与量は 8mg/kg で
FOLFIRI 療法と併用し、2週間ごとに点滴静注する。 
・ Cetuximab： 単剤もしくは化学療法と併用する。初回投与時は 400mg/m2、2 回目以降
は 250mg/m2で投与する。1週間ごとに点滴静注する。 
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